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摘要 : 双 栈 基 肝 类 杀 虫 剂 模拟 天 然 晓 皮 激素 作用 影响 幼虫 赔 皮 。 昆 虫 旷 皮 激 素 受 体 的 高 度 敏感 性 和 专 一 性 要 求 必 
须 建 立新 的 杀 虫 活性 检测 技术 ,以 适应 快速 准确 和 大 批量 租 选 的 要 求 。 本 研究 采用 RT-PCR BER, 获取 斜纹 夜 蛾 
Spodoptera litura Wi RARE ( EcR) SER EA (USP) 功能 域 目的 基因 , ME ER, USP 功能 区 基因 原核 表达 
3i /k ( pEHISEGFPTEV-EcR,,, 和 pEHISEGFPTEV-USP,,.) 。 载 体 经 诱导 表达 和 蛋白 纯化 , 获得 EcR 和 USP 功能 区 纯 
化 蛋白 。 在 蛋白 浓度 1 mg/mL, ^H-PonA 终 浓度 8 nmol/L 的 条 件 下 , 采用 放射 性 配 基 受 体 结合 分 析 测 定 了 4 种 药 
剂 ( 虫 酰 脖 、 呐 喃 虫 酰 肝 、 抑 食 肝 和 灭 幼 腺 ) 不 同 浓度 下 的 放射 性 比 活 的 变化 。 结 果 显 示 : 随 着 药剂 浓度 的 逐渐 增 
大 , 前 3 种 药剂 的 放射 性 比 活 都 有 不 同 程度 的 降低 ， 其 中 贝 酰 肝 的 放射 性 比 活 降低 程度 最 大 , HE E BUE 
UTER BE, 灭 幼 腺 的 放射 性 比 活 基本 无 变化 。 这 些 结果 表明 相同 条 件 下 虫 酰 肝 比 叶 喃 虫 酰 脖 和 抑 食 肝 有 更 高 的 杀 
BEN, 本 研究 的 方法 可 对 双 酰 基 脐 类 杀 虫 剂 或 者 先导 化 合 物 进 行 初步 第 选 。 

zen: 斜纹 夜 峨 ; MERA BATEO: 原核 表达 ; 放射 性 比 活 
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Prokaryotic expression and activity determination of ecdysone receptor 
and ultraspiracle protein from Spodoptera litura ( Lepidoptera: 


Noctuidae ) 
WANG Tao, QIU Xiu-Cui, JIAO Yan-Yan, LIU Hui, LIU Yong-Jie* ( College of Plant Protection, 
Shandong Agricultural University, Tai’ an, Shandong 271018, China) 

Abstract: Nonsteroidal ecdysteroid agonists act in a similar fashion with ecdysone to affect the insect pest 
larval molting. The ecdysone receptor is so sensitive and specific that the new screening assay technique 
must be set up to detect the activity of insecticidal lead compounds. In this study, the functional domains 
of the ecdysone receptor and ultraspiracle protein from Spodoptera litura were cloned by RT-PCR. These 
two fragments were inserted into expression vectors and named as pEHISEGFPTEV-EcR,,, and 
pEHISEGFPTEV -USP 


mL fusion protein and 8 nmol/L ^H-PonA, the radioligand receptor binding assays were carried out to 


ede 


cde» respectively, and the fusion proteins were purified after induction. With | mg/ 
detect the radioactivity changes in the count per minute ( CPM) in treatments with four insecticides 
(tebufenozide, fufenozide, dibenzoylhydrazide and chlorbenzuron ) at different concentrations. The 
results showed that when the concentrations of tested compounds gradually increased, the CPM of the first 
three insecticides was reduced in different degrees. Tebufenozide had the highest degree of radioactivity 
reduction, followed by fufenozide and dibenzoylhydrazide, while the radioactivity of chlorbenzuron had 
almost no change. This study indicated that among the tested four insecticides, tebufenozide has the 
highest insecticidal activity under the same conditions, and the method can be used to preliminarily 
screen out the insecticidal activity of nonsteroidal ecdysteroid agonists or lead compounds. 

Key words: Spodoptera litura; ecdysteroid receptor ( EcR ) ; ultraspiracle protein ( USP) ; prokaryotic 


expression; count per minute ( CPM) 
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(ecdysteroid receptor, EcR ) 118%. [J] 4E A 
( ultraspiracle protein, USP) JÉ JE] UR — AMA E 
作用 , 诱导 HR3. E75. E78 等 转录 因子 形成 
(Bergman et al., 2004; Iwema et al., 2009) , 起 动 内 
部 调控 级 联 反 应 ( 李 康 等 , 2011), 5 EEG E we BEA 
ERS. DUES EN ED ES HW BEA BE, 
EZ MAR SE VRGE E AE BOE Tos 
( Minakuchi et al., 2003; Johnston et al., 2011), $5 
UPME pz c Ww PET. Ze AH EL nul RER 
(ARAN EE ^61] E E 3E A B X, 7] và ME (Goncu and 
Pariak , 2009; Tohidi-Esfahani et al., 2011) 为 建立 基 
T Eb rit Rz CR S£ AAA RR reg 288 it t 
BABE S AA. MARA A BRE. BR 
细胞 系 中 表达 的 EcR 和 USP HA, 无 论 其 粗 提 液 ， 
还 是 纯化 蛋 日 , Sy AT TE tE fi ( Grebe and 
Spindler-barth 2002; Krusiñski et al., 2008; Soin et 
al., 2009) 。 

EcR 具有 共同 的 结构 特征 , 均 由 A/B CTR PER 
化 域 )、C( DNA HR), DEREN). EI AH 
合 域 )、F 域 5 部 分 组 成 。 其 中 AB 域 具 有 依赖 与 
配 体 的 转录 功能 ; C 域 保守 性 最 高 ,能 识别 靶 标 基 
因 的 特异 序列 , 介 导 受 体 与 靶 标 基因 结合 ; D 域 对 
EcR 和 USP 形成 二 聚 体 起 重要 作用 ; 由 222 ~ 226 
个 氨基 酸 组 成 的 上 域 保 守 性 非常 高 , 该 域 由 12 个 
a 螺旋 和 B 折 著 形成 一 个 袋 状 结构 ( 配 体 结合 袋 )， 
用 于 容纳 赔 皮 激素 等 化 合 物 。 赔 皮 激 素 进 入 配 体 结 
合 袋 内 , 与 袋 内 的 氨基 酸 残 基 发 生 相互 作用 , 配 体 
结合 袋 空 间 构 象 发 生 改变 , 激活 基因 转录 (Orlowski 
et al., 2004) 。 双 酰基 肘 类 杀 忠 谭 对 不 同类 群 昆虫 
表现 出 的 杀 忠 活性 大 小 取决 于 配 体 结合 袋 内 壁 上 的 
氨基 酸 残 其 种 类 ( Kumar et al., 2002; Carmichael et 
al., 2005; Dhadialla et al., 2007; Holmwood and 
Schindler, 2009) , USP 除 缺 少 下 域外 , 其 他 结构 特 
征 与 EcR 相同 ( Clayton et al., 2001), Ej fk Sc us 45 
REM, USP 5 EcR ÉRE RA, USP 稳定 
TER 的 空间 结构 , 特别 是 保持 EcR 配 体 结 合 袋 
空间 结构 ， 从 而 保证 暗 皮 激素 准确 结合 (Minakuchi 
et al., 2007; Tohidi-Esfahani et al., 2011), BAH 
RARE, 表达 EcR DEF 域 和 USP DE 域 形成 的 
异 源 二 吧 体 亲 和 性 结果 与 EcR 和 USP 全 长 基因 表 
达 和 蛋白 形成 的 异 源 二 聚 体 的 亲 和 性 结果 相同 , 因此 
可 以 利用 部 分 基因 片段 表达 配 体 结合 袋 氨 基 酸 序 
Jj, 来 测定 与 配 体 的 杀 和 性 ( Graham et al., 2007) 。 
ASDF FE i OT FE BE Bh AC ZR Spodoptera litura EcR 


( GenBank 登录 号 : EU180021. 1) , USP( GenBank X* 
3*7; EU180022. 1) I] C, D, E 功能 域 基 因 , Zu 
PARIS TRAE A, 采用 放射 性 配 基 法 , MES 
种 化 合 物 与 天 然 赔 皮 激 素 H-PonA 共存 条 件 下 放射 
性 比 活 的 变化 , MITTEN RFREN REIFE 
T IET T MUZE NE. 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 和 斜纹 夜 蛾 

由 江苏 省 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 提供 , TE 
室内 未 接触 任何 药剂 情况 下 用 人 工 饲 料 继 代 饲 养 ， 
收集 5 龄 幼虫 供 试验 用 。 人 饲养 条 件 为 温度 27 + 
1°C, RH 75% ~80% , 光 周 期 14L: 10D, 
1.2 供 试 药剂 和 试剂 

原核 表达 载体 pEHISEGFPTEV, K E TF B 
Escherichia coli Rossata FARR AS 3E Uy BAM. TEE 
载体 pMD-18T, 限制 性 内 切 酶 Neo 1 和 Hind Ii, T, 
DNA 连接 酶 ，M-MLV RTase, RNase Inhibitor, Ex 
Tag &, 质粒 回收 试剂 盒 , ERAHEN EIER 
金 (北京 ) 有 限 公 司 产 品 。TRIzol 143] 4 Invitrogen 
公司 产品 。 

98. 596 灭 幼 腺 原 药 (美国 陶 氏 益 农 公司 生 产 ， 
上 海 惠 光化学 有 限 公 司 分 装 )，96.9% MEME, 
95% REER, 98% MEME E CA A 
尔 药 业 有 限 公 司 产品 ) “H-PonA (A H JI 0) 为 
美国 PE 公司 产品 (放射 性 比 活 56. 8 Ci/mmol, 浓度 
1.0 mcCixmnL ) 。 闪 烁 液 为 2,$- 二 队 基 和 恶 只 (2,5S- 
PPO ) Xt A HA AR OM 
( paraphenylene-phenyloxazole, POPOP) — FH ASTA . 
1.3 引物 设计 

根据 已 报道 的 斜纹 夜 蛾 的 EcR 和 USP 基因 序 
列 设计 引物 , 利用 RT-PCR 技术 扩 增 目的 基因 序 
列 。 实 验 中 所 用 引物 如 表 1。 
1.4 ¿RNA 提取 和 第 一 链 cDNA 合成 

使 用 TRIzol 试剂 提取 和 斜纹 夜 蛾 5 龄 末 健 康 幼 虫 
总 RNA, 经 珠 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 其 完整 性 后 , 使 用 
紫外 分 光 光 度 法 计算 其 纯度 。 取 8 pl 总 RNA, 分 
别 以 ECR-R 和 USP-R, 合成 第 一 链 cDNA, 
1.5 PCR 扩 增 和 目的 DNA he 

分 别 以 引物 ECR-F, Al ECR-R, 以 及 USP-F, 和 
USP-R, 进行 第 一 次 扩 增 。 反 应 条 件 为 947 预 变性 
3 min, 94° 变性 45 s, 53°C iB K 45 s, 72°C 延伸 
90 s, 30 个 循环 , 72°C 10 min, 4C 保存 。 以 第 一 次 


diphenyloxazole , 


11 期 E PPAR. RACE BCR SOAS TEA BERKER EE 1241 


R1 本 研究 所 用 引物 


Table 1 Primers used in this study 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3") 


Primer sequences 





ECR-F; CCCATAGAGTCGCGTTTAGATAG 

ECR-R, CGGCGGCGGGGGCTAGAG 

ECR-CDE-F; ACCATGGGTCTCGTCTGCGGCGACAGAG 
ECR-CDE-R, CAAGCTTTTACGCCACGTCCCAGATCTCCTC 
USP-F, ATGTCAGTGGCGAAGAAAGAT 

USP-R, CACGCACATACACTGAGGT 

USP-CDE-F, CCATGGGTTCTATATGTGGAGACAGAG 
USP-CDE-R, AAGCTTCATGACGTTGGCGTCGAT 


加 粗 字 体 为 限制 性 酶 切 位 点 。The restriction sites are in bold. 


PCR 产物 为 模板 ， 以 引物 ECR-CDE-F, 和 ECR- 
CDE-R,. 以 及 USP-CDE-F, 和 USP-CDE-R, 进行 第 
2 轮 PCR, PCR 产物 经 1% HE Be SE be FE UK 22 AR 
回收 纯化 目的 DNA, 参照 pMD-18T 载体 说 明 书 连 
E, 转 人 大 肠 杆菌 DH5a, 挑 取 单 菌落 培养 ; AR 
% PCR 鉴定 为 阳性 的 菌 液 送 济 南 博 尚 生物 科技 有 
限 公 司 进行 序列 测定 。 
1.6 ”表达 载体 的 构建 

含 目 的 基因 的 T 载体 和 原核 表达 载体 
pEHISEGFPTEV 分 别 用 Neo I 和 Hind Il HEFT XX A 
9), 两 种 酶 切 产 物 经 电泳 检测 和 切 胶 纯化 后 应 用 了 T 
DNA 连接 酶 重新 连接 以 获得 有 基因 插入 片断 的 重 
组 质粒 , 将 此 重组 质粒 转化 至 BL21 感受 态 细 胞 ， 
涂 布 于 加 卡 那 霉 素 的 平板 (Kan 50 pg/mL) , 37°C xt 
夜 培养 ， 挑 单 画 培养 后 提取 质粒 ,分 别 经 双 酶 切 、 
质粒 PCR 电泳 鉴定 命名 重组 质粒 为 
pEHISEGFPTEV-EcR,,, 和 pEHISEGFPTEV-USP.,,. o 
1.7 融合 蛋白 诱导 表达 与 鉴定 

将 鉴定 正确 的 重组 质粒 pEHISEGFPTEV-ECR,,. 
和 pEHISEGFPTEV-USP 转 化 Rossata 菌株 ， 卡 那 
霉 素平 板 (Kan 50 pg/mL) E 37C 过夜 培养 , 次 日 
接种 于 LB 液体 培养 基 , 3770338358 0ODao 为 0.4 ~ 
0.6, 加 入 IPTG 至 终 浓 度 为 1 mmol/L 进行 诱导 培 
养 10 h。 离 心 收集 少量 菌 体 , 加 适量 TE 溶液 (pH 
8.0) ,振荡 悬浮 ,再 加 入 等 体积 的 2 x SDS 上 样 组 
冲 液 , 100°C 5 min, SDS-PAGE 电泳 检测 。 
1.8 和 绰 白 提取 、 纯 化 及 复 性 

SDS-PAGE 电泳 检测 正确 后 大 量 培养 含有 表达 
载体 的 Rossata Yo 4°C, 12 000 g 离心 收集 足 量 
菌 体 。 用 10 mL 样品 缓冲 液 (1 x PBS, &0.3 mol/L 


NaCl, 10 mmol/L 咪唑 ) 冰 上 融化 离心 收集 到 的 沉 
WE. 然后 加 入 和 蛋白酶 抑制 剂 和 1 mmol/L DTT, 37°C 
20 min。 超 声波 破碎 重 悬 菌 体 ( 振 幅 15 次 )3 次 , E 
隔 1 min( 始终 保持 离心 管 于 冰 上 )。4C ,8 000 g 
离心 取 上 清 。 上 清 用 样品 缓冲 液 稀释 至 40 mL, 
4°C , 18 000 g 离心 30 min。 使 用 0.2 wm 的 Acrodisc 
WE as UE a, ee BI) FARE m Be OF a YY Ni- 
NTA 柱 上 (样品 流速 维持 在 1 mL/min), FA 3 fif 
积 的 漂洗 缓冲 液 (1 x PBS, $ 0.3 mol/L NaCl, 30 
mmol/L HEM, 1 mmol/L PMSF) 洗涤 ， 然 后 洗 脱 组 
冲 液 (1 x PBS, % 0.3 mol/L NaCl, 250 mmol/L MH 
W^. 1 mmol/L PMSF) YE. 

SDS-PAGE 电泳 分 析 含 有 靶 重 日 的 组 分 , 收集 
WEH, ME 0.3 mol/L NaCl, 1 mmol/L DTT, 25 
mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 的 PBS 对 纯化 蛋 日 过 夜 
透析 ( 中 间 更 换 一 次 缓冲 液 ) , 14 000 g 离心 10 min 
除去 沉 诈 ,收集 纯化 和 蛋白。 有 重 日 复 性 采用 透析 法 
( 方 敏和 黄 华 棵 ,，2001; 刘 晓 飞 等 ,2011 ) ， 考 马 斯 
党 蓝 蛋 日 定量 试剂 盒 ( 微 板 法 ) 测 定 蛋 日 浓度 。 使 
用 EcR 缓冲 液 (25 mmol/L HL AMI LAR, 
40 mmol/L KCl, 10% A=, 1 mmol/L EDTA, 3 
mmol/L RHA, pH 7.0) Jal At BARE 1.0 mg/ 
mL 备用 。 

1.9 表达 蛋白 杀 和 性 测定 

1.9.1 标记 配 基 :H-PonA 浓度 确定 : H-PonA 5 
EcR-USP 二 聚 体 的 结合 在 一 定 范围 内 随 着 标记 配 基 
量 的 增加 而 上 升 。 实 验 中 , 分 别 选取 1.0 mg/mL 的 
不 同 蛋 白 (EcR-USP, EcR 和 USP) & 100 pL. 

在 总 结合 管 中 加 入 100 uL 制备 好 的 1 mg/mL 
蛋白 悬 液 (EcE 和 USP 各 50 pL) 和 适量 终 浓度 (分 
别 为 0.3, 1, 2, 4, 8 和 16 nmol/L) I^ H-PonA, 用 
EcR 缓冲 液 补充 体 积 至 250 pL。 在 2 个 平行 复 管 
中 加 入 相同 组 分 的 反应 物质 ,充分 混 匀 , 4 孵育 
过 夜 。 反 应 结束 后 , 在 冰 水 浴 中 静 置 min 彻底 终 
止 反 应 ,迅速 将 总 结合 管 中 反 应 组 分 通过 玻璃 纤维 
滤 膜 (GF-B AY) 负 压 抽 滤 。 使 用 4 mL 预 冷 的 EcR 
缓冲 液 分 3 次 冲洗 去 除 游 离 配 基 H-PonA, 整个 过 
fEl min 之 内 完成 。 取 出 玻璃 纤维 滤 膜 经 80°C 40 
min HT, 置 于 放 有 2 mL 闪烁 液 (2, 5- AE 
0.3 g， 对 葵 撑 葵 恶 只 3 g， 二 甲 茶 1 000 mL) 的 
Eppendorf 管 中 静 置 过 夜 。 将 Eppendorf 管 放 和 人 闪烁 
杯 中 用 液体 闪烁 计数 仪 (Hidex triathler LSC, 香港 
自然 基因 生命 科学 有 限 公司 ) 测 量 放射 性 比 活 CPM 


(count per minute) 。 
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单独 选取 斜纹 夜 蛾 EcR, USP 和 蛋白 进行 实验 
时 , 蛋白 组 合 为 50 pL EcR 缓冲 液 、50 pL EcR 3) 
能 域 重 日 (或 者 USP 功能 域 蛋 日 ), AE MA 
100 uL, 
1.9.2 不 同化 合 物 与 表达 和 蛋白 亲 和 人 性 测定 : 选用 1 
mg/mL 斜纹 夜 蛾 表达 蛋白 、 终 浓度 8 nmol/L *H- 
PonA 和 4 HAAR C PUEDE. Rg BEE dU 
ft. XUI) 进行 放射 配 基 法 结合 分 析 实 验 。 苋 
争 性 结合 管 中 依 次 加 入 50 pL EcR, 50 pL USP E 
日 制备 液 ，50 pL 待 测 药剂 [ 待 测 药剂 使 用 DMSO 
稀释 成 5 个 不 同 浓 度 (0.001, 0.01, 0. 1, 1 和 10 
nmol/L) ] , 用 EcR 缓冲 液 补 充 体 积 到 250 pL, 做 3 
个 平行 复 管 。 采 用 相同 的 方法 测定 放射 性 比 活 。 

对 照 实验 , 只 加 入 50 uL EcR, 50 uL USP EH 
制备 液 和 终 浓度 8 nmol/L *H-PonA, 使 用 反应 缓冲 
液 Tris-HCl 补充 体积 到 250 pL. 
1.10 数据 分 析 

本 实验 所 有 放射 性 比 活 (CPM ) 数据 通过 液体 
闪烁 计数 仪 自 动 获取 ,实验 数据 采用 SPSS17.0 软件 
进行 处 理 分 析 ， 图 表 在 Excel 2007 上 完成 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 和 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 总 RNA 提取 和 目的 片段 扩 增 
采用 Trizol 法 提取 和 斜纹 夜 蛾 总 RNA, 反 转 录 合 
成 cDNA ,以 特异 引物 巢 式 PCR 扩 增 EcR 和 USP 的 
CH DER Ed, 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 验 
证 , 分 别 获得 1 149 bp( EcR) Fl 1 062 bp (USP) Fy 
目的 条 带 (图 1), A DNA 测序 验证 确 为 目的 基因 。 
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图 1 RT-PCR 扩 增 斜纹 夜 蛾 5 龄 幼虫 EcR 和 USP 基因 
Fig. 1 RT-PCR amplification of EcR and USP genes from 
the 5th instar larvae of Spodoptera litura 
M: DNA 分 子 量 标准 物 DNA molecular weight marker. 


2.2 原核 表达 质粒 的 鉴定 

酶 切 的 载体 和 目的 基因 经 连接 转化 培养 、 回 收 
质粒 ,质粒 PCR 检测 获得 大 小 为 1 149 bp(EcR) 和 
1 062 bp USP) 的 目的 条 市 (图 2); 质粒 经 济南 博 
尚 生物 科技 有 限 公 司 测序 验证 目的 基因 成 功 插 入 
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图 2 目的 基因 原核 表达 质粒 PCR 检测 结果 


Fig. 2 PCR of recombinant plasmid of target genes 
A; pEHISEGFPTEV-EcR,4, ; B: pEHISEGFPTEV-USP,,.. M: DNA 分 
子 量 标准 物 DNA molecular weight marker. 


2.3 重组 蛋白 的 检测 

用 1096 KRERET SDS-PACE 、 考 马 斯 亮 蓝 染 
色 。 经 IPTG 诱导 , ERMUA, 5 pEHISEGFPTEV- 
EcR „Al pEHISEGFPTEV-USP 的 菌株 分 别 表达 出 
2167 kD (EcR) 和 63 kD (USP) 的 特异 性 蛋白 条 
带 , 与 理论 大 小 相符 。 表 达 蛋 日 以 包涵 体形 式 存 
TE, 包涵 体 经 体外 溶解 、 复 性 后 部 分 纯化 的 蛋 日 质 
经 SDS-PAGE 检测 , 目的 条 带 清 晰 符合 后 续 实 验 要 
x, 亲 和 性 实验 时 设立 不 表达 基因 的 大 上 肠 杆菌 为 对 
照 ( 图 3)。 
2.4 不 同 药剂 (或 化 合 物 ) 初 租 系 统 的 建立 
2.4.1 标记 配 基 H-PonA 浓度 确定 : 利用 放射 配 
基 结 合 分 析 法 , 分 别 测量 了 6 个 标记 配 基 浓度 (分 
别 为 0.5,1,2,4,8 和 16 nmol/L) FF, 标记 配 
基 放 射 性 比 活 的 变化 (图 4) 。 在 和 蛋 日 浓度 一 定 的 情 
况 下 , BEA H-PonA 浓度 的 逐渐 增 大 , 放射 性 比 活 
也 随 之 增 大 , 表明 配 体 H-PonA 在 逐渐 结合 EcR 受 
体 。 在 8 ~ 10 nmol/L 时 曲线 开始 变 平 , 表明 在 现 有 
和 蛋 日 浓度 下 配 体 与 受 体 的 结合 作用 趋 于 平衡 。 实 验 
中 还 可 以 发 现 ，USP 由 于 没有 结合 位 点 ,各 浓度 条 
件 下 总 放射 性 比 活 一 直 处 于 较 低 的 状态 (或 为 非特 
异 结合 ) ; EcR 单独 存在 时 , 虽 有 结合 反应 但 与 相同 
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剂 的 重点 领域 之 一 (Dhadialla et al., 1998; Palli and 
Retnakaran, 2001), HAB rii Rz ERE BU ot Fl 
逐渐 清晰 , 昆虫 EcR 具有 的 高 度 反 应 灵敏 性 和 种 类 
寺 异 性 ,使 其 成 为 当前 开发 环境 友好 型 新 杀 忠 剂 的 
重要 靶 标 。 

XU AE EAS fon 9I Aj EcR/USP 的 亲 和 人 性 与 
这 些 化 合 物 诱 导体 外 表达 系统 报告 基因 转录 激活 能 
力 呈 很 好 的 正 相 关 性 ， 即 配 体 亲 和 性 结合 测定 结 
朱 、 酵 母 和 昆虫 细胞 系 转录 激活 测定 结 末 及 昆虫 活 
体 测 定 结果 是 一 致 的 (Tran et al., 2001) 。 本 研究 利 
用 部 分 基因 卢 段 (C, DA E 3») RAIA A, 选 
IAEA EMR PE E EA k a BE 
VA BAF OBESE PEAR AK HF RR, 在 H-PonA 存在 
的 情况 下 , 测定 上 述 几 种 药剂 与 EcR 受 体 间 亲 和 力 
的 差异 。 反 应 过 程 中 药剂 与 H-PonA 竞争 性 地 结合 
EcR-USP 二 聚 体 从 而 表现 出 了 不 同 的 放射 性 比 活 。 

实验 中 EcR 单独 存在 时 表现 出 较 低 的 结合 能 
Jj, 当 USP 存在 时 这 种 结合 能 力 大 大 提升 。 虽 然 目 
前 USP 的 具体 作用 方式 还 没有 人 研究 清楚 , 但 该 实验 
也 说 明了 USP 在 晓 诺 激素 与 受 体 的 结合 过 程 中 不 
可 或 缺 。 虫 酰 肝 比 抑 食 肝 表 现 出 更 低 的 放射 性 比 
活 ,， 灭 幼 腺 作为 难 甲 酰 脲 类 杀 虫 剂 由 于 不 具有 结合 
EcR-USP 二 聚 体 的 作用 , 放射 性 比 活 一 直 处 于 高 活 
度 晶 基本 无 变化 , 这 也 证 明了 该 筛选 系统 的 可 行 
性 。 该 方法 测定 结果 可 以 初步 反映 出 药剂 (或 先导 
化 合 物 ) 的 杀 虫 活力 ,并 与 之 前 一 些 研究 结论 相 吻 
合 (Nakagawa et al., 2002; Soin et al., 2009) 。 
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